Cytotoxicity of AH Plus and AH26 in vitro on Chinese hamster V79 fibroblasts by Ivana Miletić et al.
A S CActa Stomatol Croat, Vol. 34, br. 3, 2000. 251
CitotoksiËnost AH Plus i AH26
punila in vitro na fibroblastima
kineskoga hrËka V79
Saæetak
Svrha rada bila je utvrditi citotoksiËnost AH Plus punila u usporedbi
s AH26 in vitro na V79 stanicama fibroblasta hrËka. Materijali su
zamijeπani prema preporuci proizvoaËa. Nakon poËetnog stvrdnja-
vanja ispitivani materijal je razmrvljen i otopljen u dimetil sulfoksidu.
Pripremljeni materijali su ekstrahirani tijekom 1 sata, 24 sata i 7 dana
na 37˚C. Nakon inkubacijskoga razdoblja uzorci su razrijeeni u
hranjivu mediju u koncentracijama od 1,67 µg/ml - 167 µg/ml. Svaka
koncentracija dodana je na ploËicu s 24 bunariÊa u kojima je prethodno
nasaeno 5x103 V79 stanica u 1,2 ml medija. Ukupni broj stanica
izbrojen je elektroniËkim brojaËem, a broj æivih stanica izbrojen je pod
svjetlosnim mikroskopom uz dodatak vitalne nigrosin boje. Kod oba
materijala toksiËnost je rasla s koncentracijom endodontskoga punila
u ekstrakcijskoj otopini. KritiËne koncentracije, iznad kojih punila
uzrokuju gubitak stanica, jesu izmeu koncentracija od 5,57 µg/ml do
167 µg/ml za AH Plus, te 16,57 µg/ml i 167 µg/ml za AH26. Vrijeme
stvrdnjavanja nije statistiËki znatno utjecalo na citotoksiËnost ma-
terijala.
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Uvod
Danas na træiπtu postoji niz materijala koji se
rabe za punjenje korijenskih kanala. Svi ti materijali
moraju zadovoljavati odreena svojstva, od kojih je
biokompatibilnost osobito vaæna. Podatci iz litera-
ture navode da velik broj materijala ima visok stu-
panj toksiËnosti. To negativno svojstvo dolazi do
izraæaja kod prepunjenih korijenskih kanala kad
materijal za punjenje uz mehaniËki podraæaj moæe
prouzroËiti i citotoksiËnu reakciju perapeksnoga
tkiva (1).
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Rezultati
Rezultati istraæivanja prikazani su na Slikama 1
i 2. Kod oba materijala toksiËnost je rasla s kon-
centracijom endodontskoga punila u ekstrakcijskoj
otopini. KritiËne koncentracije, iznad kojih punila
inhibiraju rast V79 stanica, jesu izmeu koncen-
tracija od 5,57 µg/ml i 167 µg/ml za AH Plus, te
16,57 µg/ml i 167 µg/ml za AH26. Naime, kod veÊih
koncentracija postotak æivih stanica bio je ili jednak
ili vrlo blizu niπtici. Ovi rezultati potvruju veÊu






























1 2 3 4 5
koncentracija / concentration
1 = 1,67 µg/ml, 2 = 5,57 µg/ml, 3 = 16,57 µg/ml,
4 = 55,7 µg/ml, 5 = 167 µg/ml
AH Plus 1h
AH Plus 24h
AH Plus 7 dana
Slika 1. Postotak preæivljavanja uz AH Plus (1h, 24h i 7 dana)






























1 2 3 4 5
koncentracija / concentration
1 = 1,67 µg/ml, 2 = 5,57 µg/ml, 3 = 16,57 µg/ml,
4 = 55,7 µg/ml, 5 = 167 µg/ml
AH 26 1h
AH 26 24h
AH 26 7 dana
Slika 2. Postotak preæivljavanja uz AH26 (1h, 24h i 7 dana)
Figure 2. Percentage of viable cells with AH26
Veliku skupinu materijala za punjenje korijen-
skih kanala Ëine punila na bazi umjetnih smola.
Glavni su im predstavnici AH26 i AH Plus, koji se
Ëesto rabe u kliniËkoj praksi.
AH26 je epoksi smola koja dobro adherira za
dentin, ali je jako toksiËna za vrijeme stvrdnjavanja
(2). AH Plus je noviji preparat na træiπtu temeljen
na epoksi amin smoli. ProizvoaË navodi da ima
bolja tehniËka i kliniËka svojstva, tj. bræe se stvr-
dnjava, jaËe je rtg kontrastan i njime se lakπe rukuje
od konvencionalnog AH26 (3).
ToksiËni uËinak materijala ispituje se in vivo
(4,5) i na raznim kulturama stanica in vitro (6,7), tj.
miπjim L929 fibroblastima, humanim HeLa stani-
cama grliÊa maternice, VERO stanicama majmuna
ili NCTC2544 epitelnim stanicama koæe. 
Svrha ovoga rada bila je ispitati citotoksiËni
uËinak AH Plus punila u usporedbi s AH26 in vitro
na pluÊnim fibroblastima hrËka (V79).
Materijal i postupci
U radu su ispitivani AH26 bez srebra (Dentsply,
De Tray, Konstanz, NjemaËka) i AH Plus (Dentsply,
De Tray). Materijali su zamijeπani prema preporuci
proizvoaËa. Nakon poËetnog stvrdnjavanja ispiti-
vani materijal je razmrvljen i otapan u dimetil sulf-
oksidu 1g/1ml. Pripremljeni ekstrakti su inkubirani
na 37°C tijekom 1 sata, 24 sata i 7 dana. Nakon in-
kubacijskoga razdoblja uzorci su razrijeeni u hra-
njivu mediju u koncentracijama od 1,67 µg/ml, 5,57
µg/ml, 16,57 µg/ml, 55,7 µg/ml i 167 µg/ml. Svaka
od navedenih koncentracija dodana je na ploËicu s
24 bunariÊa u kojima je prethodno nasaeno 5x103
V79 stanica u 1,2 ml medija. Hranjiv medij (1 ml)
dodan je u uzorke kao kontrolna skupina. Za svaku
koncentraciju pripremljena su Ëetiri bunariÊa. Uzorci
su inkubirani 72 sata. Nakon toga izbrojen je ukupni
broj stanica elektroniËkim brojaËem u tri bunariÊa.
Iz Ëetvrtog bunariÊa odstranjen je medij, te dodana
nigrosin boja u omjeru s vodom (1:1), koja ne ulazi
u æive stanice. Za svaki uzorak izbrojeno je 100
stanica. Postotak preæivljavanja (%) izraËunan je
prema formuli % = (A/B) x 100 u kojoj je A broj
æivih stanica u eksperimentalnom bunariÊu, a B je
broj æivih stanica u kontrolnoj skupini. Eksperiment
je ponovljen dva puta. Za statistiËku raπËlambu
rabljen je Student t-test.
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Postotak preæivljavanja u kontrolnoj skupini bio
je u svim uzorcima 100%. Vrijeme stvrdnjavanja
nije statistiËki znatno utjecalo na citotoksiËnost
materijala (p < 0,05).
Rasprava
Ispitivanja citotoksiËnog uËinka materijala koji
se rabe za punjenje korijenskoga kanala mogu se
provoditi na tri naËina (8). Prvo je utvrditi inicijalni
toksiËni uËinak u in vitro uvijetima, zatim se ispituje
in vivo na eksperimentalnim æivotinjama kako bi se
utvrdio odgovor tkiva, i naposljetku se provode
kliniËka ispitivanja. 
Svrha ovoga istraæivanja bila je utvrditi poËe-
tnu toksiËnost novijega materijala na træiπtu AH
Plus-a i usporediti ju s AH26 punilom za koji se
zna toksiËni uËinak. Ovaj je rad proveden kao dio
istraæivanja koja se bave bioloπkim uËincima ma-
terijala (9). Koncentracija punila u ekstrakcijskoj
otopini utjecala je na toksiËnost materijala, tj. s
porastom koncentracije rasla je i toksiËnost. Na-
suprot tome, vrijeme stvrdnjavanja u ekstrakcijskoj
otopini nije utjecalo na citotoksiËna svojstva. Vi-
soke koncentracije obaju punila vrlo su toksiËne, jer
je postupak ekstrakcijiskim otopinama koncen-
tracije 167 µg/ml prouzroËio potpun gubitak na-
saenih V79 stanica. AH Plus je toksiËniji jer ima
niæu kritiËnu koncentraciju od AH26 punila.
ToksiËnost AH26 punila pripisuje se formal-
dehidu koji nastaje tijekom stvrdnjavanja materijala
(10, 11), πto nije dokazano kod AH Plusa. Zato se
toksiËnost AH Plus punila moæe objasniti posto-
janjem amina u sastavu materijala koji poboljπa-
vaju polimerizaciju (12). Naπi su rezultati u skladu
s podatcima Al-Hazhana i Spangberga (13) koji su,
mjereÊi toksiËnost AH26 punila oslobaanjem
kroma iz membrane, utvrdili visoku toksiËnost
ispitivanoga materijala. Suprotno tome, Leyhausen
i sur. (14) nisu utvrdili citotoksiËnost AH Plusa na
3T3 stanicama i stanicama fibroblastasta. Razlika u
rezultatima objaπnjiva je uporabom razliËita eks-
perimentalnog modela za ispitivanje tokisiËnosti.
Leyhausen i sur. (14) odreivali su citoksiËnost
mjerenjem DNA - sinteze te uporabom razliËitih
stanica. 
Rezultati ovoga rada pokazuju citotoksiËnost 
AH Plus i AH26 punila na pluÊnim fibroblastima
hrËka V79 ovisno o njegovoj koncentraciji u eks-
trakcijskoj otopini. Potrebna su daljnja ispitivanja za
konaËnu ocjenu biokompatibilnosti materijala.
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